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Resumo - Visando o preparo de leite com 
baixo teor de fenilalanina (Phe), para ser 
introduzido na dieta de fenilcetonúricos, 
inicialmente as proteínas foram hidrolisadas 
pela ação de uma protease do Aspergillus 
sojae, tendo sido testados o efeito da relação 
E:S, da temperatura e do tempo de reação. 
Posteriormente, os hidrolisados protéicos 
foram tratados com carvão ativado (CA) para 
remoção de Phe, empregando-se as relações 
proteína:CA de 1:22, 1:44 e 1:88. A eficiência 
da remoção foi avaliada por 
espectrofotometria derivada segunda, 
determinando-se o teor de Phe livre no leite e 
em seus hidrolisados, após tratamento com 
CA. Dentre todos os parâmetros estudados, o 
melhor resultado foi obtido ao se empregar o 
tempo de 3h, a temperatura de 50ºC, a relação 
E:S de 4:100 e a relação proteína:CA de 1:22, 
tendo atingido 64,6% de remoção e o teor final 
de Phe de 54,2mg/100 mL de leite, permitindo 
assim a utilização deste alimento por pacientes 
fenilcetonúricos.  
Palavras-chave - leite; hidrólise 
enzimática; carvão ativado; fenilalanina; 
fenilcetonúria. 
Abstract - Aiming  the preparation of milk 
with low phenylalanine (Phe) content to be 
introduced in the phenylketonurics’ diet, its 
proteins were initially hydrolyzed by the 
action of a protease from Aspergillus sojae, 
and the effect of the E:S ratio, temperature and 
reaction time was tested. Then, the protein 
hydrolysates were treated with activated 
carbon (AC) for removing Phe, using 
protein:AC ratios of 1:22, 1:44 and 1:88. The 
efficiency of Phe removal was evaluated by 
second derivative spectrophotometry, 
determining the Phe content in milk and in its 
hydrolysates, after treatment with AC. Among 
all the parameters studied, the best result was 
obtained when using a reaction time of 3h, a 
temperature of 50°C, an E: S ratio of 4:100 
and a protein:AC ratio of 1:22, reaching 64.6% 
of Phe removal and a final Phe content of 
54.2mg/100 mL of milk, which allows the use 
of this food by phenylketonurics patients. 
Keywords - milk; enzymatic hydrolysis; 
activated carbon; phenylalanine; 
phenylketonuria. 
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I. INTRODUÇÃO 
 
A fenilcetonúria é uma doença genética, 
causada por uma mutação no gene que 
codifica a enzima fenilalanina hidroxilase, 
ativa no fígado e responsável pela 
transformação de fenilalanina (Phe) em 
tirosina (Tyr). O tratamento da fenilcetonúria é 
realizado, principalmente, através de uma 
alimentação restrita em alimentos protéicos 
naturais, e no controle na ingestão de Phe, 
utilizando-se fórmulas constituídas de misturas 
de aminoácidos livres, isentas de Phe. 
Entretanto, por serem importadas, essas 
formulações são de alto custo, além de 
resultarem em uma dieta monótona e pouco 
palatável [1,2] 
O leite ocupa um lugar relevante na 
alimentação do brasileiro, especialmente 
devido às suas propriedades nutritivas, no 
entanto, sua introdução na alimentação de 
fenilcetonúricos é proibida. Neste sentido, 
seria de grande interesse desenvolver um leite 
contendo teor reduzido de fenilalanina, para 
que pudesse ser incorporado na dieta de 
fenilcetonúricos, atendendo, assim, a grande 
demanda que vai desde a infância até a fase 
adulta [3]. 
O processo de remoção de fenilalanina 
consiste, basicamente, de duas etapas: a 
liberação da Phe do material protéico e sua 
posterior remoção. A liberação da Phe se dá 
através da hidrólise química ou enzimática, e a 
remoção é feita por tratamentos diferenciados, 
empregando-se diversos métodos, como 
adsorção em carvão ativado (CA) ou resinas 
de adsorção [4,5,6,7,8,9,10,11], cromatografia 
de troca iônica, peneira molecular, filtração em 
gel, além de desaminação deste aminoácido 
pela enzima fenilalanina amônia liase. A 
escolha do método deve considerar a relação 
custo/eficiência, a praticidade e a 
reprodutibilidade [1].  
O laboratório de Bromatologia/ Pesquisa 
da UFMG tem realizado estudos de remoção 
de Phe do soro de leite e do leite, que 
diferentemente do presente trabalho, foi 
empregado na forma de pó e desnatado e sob 
condições de hidrólise e remoção de Phe 
diferenciadas (menores concentrações de 
matéria-prima, maiores relações enzima: 
substrato e maiores quantidades de CA), 
usando carvão ativado ou resinas como meio 
adsorvente [4,8,12,13]. Nos trabalhos de 
remoção de Phe de cereais, realiza-se a 
extração prévia da proteína por métodos 
químicos ou enzimáticos [7,14,15,16]. O CA e 
uma resina de adsorção foram testados, 
anteriormente, no Laboratório de 
Bromatologia/Pesquisa da UFMG, tendo sido 
eficientes na remoção de Phe de hidrolisados 
protéicos de fontes diversas e empregando 
condições de hidrólise variadas 
[4,7,8,9,11,12,14,17]. 
A avaliação da remoção de Phe é feita 
pela quantificação deste aminoácido na 
matéria-prima e nos seus hidrolisados 
protéicos, após o tratamento com CA. A 
quantificação do teor de Phe final pode ser 
feita por diferentes métodos, destacando-se a 
espectrofotometria derivada segunda (EDS) 
[18,19,20,21,22]. A EDS tem sido utilizada em 
diversos estudos realizados no Laboratório de 
Bromatologia/Pesquisa da Faculdade de 
Farmácia da UFMG, para a quantificação de 
Phe em hidrolisados protéicos obtidos pela 
ação de várias proteases e fontes protéicas 
[6,7,8,11,14,15,23,24,25,26,27]. 
O presente trabalho representa um passo 
relevante no processo de obtenção de leite com 
teor reduzido de Phe para ser introduzido na 
alimentação de fenilcetonúricos. Neste sentido, 
este estudo teve como objetivos otimizar a 
remoção de Phe do leite, empregando-se na 
hidrólise de suas proteínas uma protease do 
Aspergillus sojae, e verificando-se o efeito de 
diversos parâmetros neste processo, tais como 
relação enzima:substrato, tempo e temperatura 
de reação. Além disso, estudou-se a influência 
da relação proteína:CA no processo de 
remoção de Phe pelo carvão ativado. 
 
II. MATERIAL E MÉTODOS 
 
MATERIAL 
O leite integral UHT (Itambé, Pará de 
Minas, Minas Gerais) foi adquirido no 
comércio de Belo Horizonte, MG, Brasil. A
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 protease de Aspergillus sojae (Corolase® 
LAP, amino-exopeptidase – EC 3.4.11.1, 
atividade 63,9 U/mL, pH ótimo entre 6 e 9, 
temperatura ótima entre 55 e 70 ºC), foi cedida 
pela AB Enzymes Brasil Comércio Ltda 
(Barueri, SP, Brasil). O carvão ativado (CA) 
com três diferentes granulometrias (20 x 50 
mesh, 12 x 25 mesh, 6 x 12 mesh série Tyler) 
foi adquirido da Carbomafra S.A. (Curitiba, 
PR, Brasil). Os demais reagentes foram de 
grau analítico. 
 
 
MÉTODOS 
 
Determinação da composição química do 
leite 
 
A composição química do leite foi 
determinada segundo as metodologias 
descritas pela Association of Official 
Analytical Chemists [28], sendo todas as 
análises realizadas em triplicatas. O teor de 
umidade foi determinado por dessecação em 
estufa ventilada (Quimis Q-314M242 série 
020, Diadema, SP) a 105 ºC até peso 
constante; o teor de proteína, pelo método de 
micro-Kjeldahl utilizando 6,38 como fator de 
conversão de nitrogênio total para proteína 
total [29]; os minerais, por incineração em 
mufla a 550 ºC e os lipídeos foram 
determinados pelo método de BLIGH & 
DYER (1959) [30]. O teor de carboidratos foi 
calculado pela diferença entre 100 e a soma 
das porcentagens de água, proteínas, lipídeos 
totais e cinzas totais.  
 
Hidrólise enzimática das proteínas do leite 
 
Empregando-se a enzima de Aspergillus 
sojae para hidrolisar as proteínas do leite, 
foram obtidos 16 hidrolisados, tendo sido 
variados os seguintes parâmetros: temperatura, 
tempo de reação e relação enzima:substrato 
(Tabela 1). Inicialmente, 50 mL de leite foram 
colocados em erlenmeyer e o pH medido (6,7). 
Em seguida, levou-se ao banho de vaselina 
líquida, sobre agitador magnético, com 
agitação constante, para que fosse atingida a 
temperatura a ser avaliada. Após a 
estabilização da temperatura, adicionou-se a 
enzima na quantidade suficiente para atingir a 
relação E:S desejada. Ao final da reação, o 
processo foi interrompido por aquecimento em 
banho-maria a 75 ºC por 15 segundos, a fim de 
inativar a enzima, confirmado pela medida da 
atividade enzimática antes e após o tratamento 
térmico, pelo método de DIAS et al. (2008) 
[31]. 
 
Tabela 1 
Parâmetros empregados no preparo dos hidrolisados 
protéicos de leite e na remoção de fenilalanina 
Hidrolisados 
Hidrólise enzimática Remoção de Phe 
Temperatura Tempo E:S Relação proteína:CA 
H1 30 ºC 1h30min 1 1:22 
H2 30 ºC 3h 1 1:22 
H3 30 ºC 5h 1 1:22 
H4 50 ºC 1h30min 1 1:22 
H5 50 ºC 3h 1 1:22 
H6 50 ºC 5h 1 1:22 
H7 30 ºC 1h30min 2 1:22 
H8 30 ºC 3h 2 1:22 
H9 30 ºC 5h 2 1:22 
H10 50 ºC 1h30min 2 1:22 
H11 50 ºC 3h 2 1:22 
H12 50 ºC 5h 2 1:22 
H13 30 ºC 5h 4 1:22 
H14 50 ºC 3h 4 1:22 
H15 50 ºC 3h 4 1:44 
H16 50 ºC 3h 4 1:88 
E:S = Relação enzima:substrato; CA = carvão ativado 
 
 
Remoção de fenilalanina dos hidrolisados 
protéicos de leite 
 
A Phe foi removida dos hidrolisados 
protéicos de leite pela utilização do CA como 
meio adsorvente. Foi empregado o 
procedimento de passagem por coluna, 
desenvolvido no mesmo laboratório do 
presente trabalho [8]. O CA foi hidratado com 
água destilada por 10 min sob agitação 
constante e, em seguida, colocado em seringa 
descartável de 10 mL contendo filtro de nylon 
com lã de vidro. A coluna de carvão ativado 
foi montada colocando-se primeiro o carvão de 
menor granulometria, seguido pelo de média e 
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por último o de maior granulometria. Em 
sequência, os hidrolisados foram passados pela 
coluna em quantidade suficiente para atingir a 
relação proteína:CA desejada, e submetidos à 
pressão (compressor Diapump, Fanem, mod. 
089-A, série BE11778, São Paulo, SP, Brasil), 
tendo sido recolhidos os eluatos. 
 
 
Efeito de alguns parâmetros sobre o 
preparo dos hidrolisados protéicos com 
baixo teor de fenilalanina 
 
O efeito da temperatura foi avaliado 
testando-se os valores de 30 ºC e 50 ºC. O 
efeito do tempo de reação foi testado 
utilizando-se os valores de 1h30min, 3h e 5h. 
Para o estudo da influência da relação 
enzima:substrato foram utilizadas as relações 
de 1:100, 2:100 e 4:100. Finalmente, o efeito 
da relação proteína:CA, foi estudado nas 
seguintes proporções 1:22, 1:44 e 1:88 (Tabela 
1).  
 
 
Avaliação da eficiência da remoção de 
fenilalanina 
 
A avaliação da eficiência de remoção de 
Phe, pelo CA, foi realizada pela medida do 
teor de Phe livre, no leite e seus hidrolisados, 
após tratamento com CA, empregando-se a 
espectrofotometria derivada segunda [25]. As 
amostras foram submetidas à hidrolise ácida 
(HCl a 5,7 mol/L, 110 °C, 24 h) e, após ajuste 
do pH para 6,0, com solução de fosfato de 
sódio bibásico (1 mol/L), foram submetidas às 
leituras de absorvância na faixa de 250 a 280 
nm. Foram traçados os espectros de derivada 
segunda (Espectrofotômetro CECIL modelo 
CE2041, Buck Scientific, Hanslope, 
Inglaterra) e a área do terceiro pico negativo 
foi usada para calcular a quantidade de Phe 
presente nas amostras, empregando-se a curva 
padrão. O software GRAMS-UV (Galactic 
Industries Corporation, Salem, EUA) foi 
utilizado para traçar os espectros da derivada 
segunda. 
Para a curva padrão, soluções estoques 
de Phe (6,05 x 10-4 mol/L), Tyr (5,52 x 10-4 
mol/L) e Trp (4,90 x 10-4 mol/L) foram 
preparadas em tampão fosfato de sódio a 0,01 
mol/L (pH 6,0). Em seguida, 10 mL de cada 
uma destas soluções foram misturados e a 
solução obtida foi diluída, sucessivamente, de 
maneira a se obter concentrações de Phe 
variando de 0,067 a 2,018 x 10-4 mol/L. A 
eficiência da remoção de Phe foi calculada de 
acordo com a equação (1) 
 
% Remoção de Phe = teor de Phe inicial – teor de Phe final x 100 
                                                      teor de Phe inicial 
 
onde, 
Teor de Phe inicial = teor de Phe no leite 
Teor de Phe final = teor de Phe no hidrolisado, 
após tratamento com carvão ativado 
 
 
Análise estatística 
 
Todos os experimentos foram 
realizados em três repetições e as análises 
foram realizadas em triplicata. Para comparar 
a porcentagem de remoção de fenilalanina dos 
hidrolisados protéicos, utilizou-se a Análise de 
Variância (ANOVA fator único) e o Teste de 
Duncan para comparação de médias, ambos a 
5% de probabilidade [32]. 
 
 
III. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
COMPOSIÇÃO QUÍMICA DO LEITE 
 
Os dados referentes à composição 
química do leite estão apresentados na Tabela 
2. Observa-se que, embora o emprego de 
diferentes métodos de análise, assim como o 
fato de que diversos fatores são capazes de 
influenciar a composição química do leite 
[33,34], os resultados obtidos estão muito 
próximos dos descritos na literatura e dos 
citados no rótulo do produto. Os dados da 
literatura utilizados para comparação de 
resultados referem-se a trabalhos realizados 
com leite integral UHT, sendo que no de 
NOGUEIRA (2007) [35] foram utilizadas as 
mesmas metodologias do presente trabalho.
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Tabela 2 
Composição química do leite 
Componentes 
(g/100g) Resultados
1
 Rótulo2 TBCA3 NOGUEIRA4 
Umidade  88,58 - 86,68 88,26 
Proteínas  2,99 3,10 2,97 2,87 
Lipídeos  2,72 3,00 3,04 2,81 
Cinzas  0,67 - 0,79 0,76 
Carboidratos 5,04 4,40 6,52 5,30 
Fonte: 1Resultados obtidos no presente trabalho. 2Dados 
disponíveis no rótulo do produto. 3 TBCA - Tabeta Brasileira de 
Composição de Alimentos, USP (2008).  4 NOGUEIRA (2007). 
 
 
EFICIÊNCIA DA REMOÇÃO DE 
FENILALANINA 
 
Os resultados obtidos para a remoção de 
Phe dos diferentes hidrolisados protéicos de 
leite estão expostos na Tabela 3, onde os 
valores estão apresentados em termos de 
porcentagem de remoção de Phe e em teor 
final de Phe (mg/100 mL de leite), sendo esta 
última, a forma mais apropriada para os 
cálculos de adequação das prescrições 
dietéticas de substitutos protéicos destinados a 
fenilcetonúricos, além de atender a 
regulamentação técnica que normatiza a 
rotulagem nutricional de alimentos [37,38]. O 
teor de Phe encontrado no leite foi de          
153 mg/100 mL, resultado bastante semelhante 
aos encontrados na literatura que foram de   
157 mg/100 mL e 173 mg/100 mL, relatados 
por VERRUMA e SALGADO (1994) [39] e 
LAURINDO et al. (1992) [40], 
respectivamente, para leite de vaca integral. 
Como pode ser observado, o carvão 
ativado se mostrou eficaz na remoção de 
fenilalanina de leite hidrolisado pela ação da 
protease do Aspergillus sojae, sendo que o 
percentual de remoção variou entre 16,3% e 
64,6%, obtendo um teor final de Phe entre 
54,2mg e 128,1mg de Phe por 100mL de leite. 
Dentre todas as condições de hidrólise 
testadas, 11 delas (H2, H4, de H7 a H9 e de 
H11 a H17) deram origem a um leite com 
baixo teor de Phe que poderia ser utilizado na 
dieta de pacientes fenilcetonúricos, pois, 
segundo a legislação brasileira, o limite 
máximo de Phe permitido em formulações 
dietéticas destinadas a estes pacientes é de 100 
mg de Phe/100 mL de produto. Vale, ainda, 
ressaltar que as proteínas deste leite estão 
hidrolisadas, sendo esta a forma em que estes 
nutrientes são mais rapidamente absorvidos 
pelo organismo, por apresentarem menor 
osmolaridade, melhor tolerância e aceitação, 
em relação às misturas de aminoácidos livres 
que são comumente utilizadas na dieta destes 
pacientes [41]. 
 
Tabela 3 
Percentual de remoção e teor final de fenilalanina 
dos hidrolisados protéicos de leite 
Hidrolisados Remoção de Phe (%) 
Teor final de Phe 
(mg/100 mL de leite) 
H1 31,8gh 104,5 
H2 35,4efg 99,0 
H3 30,1h 107,1 
H4 51,8c 73,8 
H5 33,5fgh 101,9 
H6 16,3i 128,1 
H7 42,7d 87,8 
H8 39,3de 93,0 
H9 48,3c 79,2 
H10 31,2gh 105,4 
H11 56,4b 66,7 
H12 42,4d 88,2 
H13 52,0c 73,5 
H14 64,6ª 54,2 
H15 36,8ef 96,7 
H16 39,1de 93,3 
Phe=fenilalanina. Teor final de Phe = teor de Phe dos 
hidrolisados após tratamento com carvão ativado. Médias 
indicadas por letras iguais não diferem entre si a 5% de 
probabilidade pelo teste de Duncan. 
 
Em estudos realizados no mesmo 
laboratório do presente trabalho, a Phe foi 
removida do leite, sendo nestes casos, 
utilizado como matéria-prima na forma de pó e 
desnatado [5,8]. Além disso, as condições 
experimentais utilizadas foram diferentes, 
principalmente as relacionadas à concentração 
da matéria-prima (0,35 g/100 mL), tipo e 
modo de emprego das enzimas (protease de 
Aspergillus oryzae – AO, associada com 
papaína - PA) , relação E:S (1:100 AO + 2:100 
PA, 10:100 AO + 20:100 PA, para LOPES et 
al., 2006 [5] e SOARES et al., 2006 [8],
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 respectivamente) e relação proteína:CA 
(1:118 e 1:90, para LOPES et al., 2006 [5] e 
SOARES et al., 2006 [8], respectivamente). 
Acrescenta-se, ainda, que no estudo de LOPES 
et al. (2006) [5], o CA foi utilizado em 
solução. Assim, neste último trabalho foi 
possível obter até 99% de remoção de Phe, 
enquanto que no estudo de SOARES et al. 
(2006) [8] o maior valor obtido foi de 98%, 
resultados estes bem superiores ao máximo 
obtido no presente trabalho. Ressalta-se, 
entretanto, que o emprego de uma solução 
muito diluída de matéria-prima (24 vezes 
menos concentrada do que a do presente 
trabalho), assim como de uma quantidade de 
CA muito elevada (até 5 vezes maior do que a 
do presente trabalho) tornariam o processo 
economicamente inviável para ser adaptado 
em larga escala. Acrescenta-se, ainda, as 
desvantagens econômicas e tecnológicas de se 
utilizar, como no estudo de SOARES et al., 
2006 [8], valores muito elevados de relação 
E:S (10:100 AO + 20:100 PA).  
Não foram encontrados na literatura 
dados de outros autores sobre a remoção de 
Phe de leite. Apenas dois trabalhos estudaram 
a remoção de Phe da principal proteína do 
leite. Assim, LOPEZ-BAJONERO et al. 
(1991) [42] removeram 92% de Phe de 
hidrolisados protéicos de caseína, obtidos pela 
ação de uma protease do Aspergillus oryzae 
(E:S = 1:100, 5h de reação), seguida da 
papaína (E:S = 2:100, 21 h de reação), tratados 
com CA (em uma relação de 3g de CA por g 
de caseína). Já MOSZCZYNSKI & IDZIAK 
(1993) [43], utilizando um sistema de três 
enzimas (quimotripsina, carboxipeptidase A e 
leucina aminopeptidase,), todas empregadas 
em uma relação E:S de 1:100, a uma 
temperatura de 40 ºC, durante 72h de reação e 
a um pH de 8,6, também removeram, através 
do CA (375 mg de CA para 10 mL de 
hidrolisado) , 89,5% de Phe de hidrolisados de 
caseína. Cabe ressaltar que em ambos os 
trabalhos foram utilizados tempos 
extremamente longos de reação (26h e 72h, 
respectivamente), tornando tais métodos 
inviáveis para aplicação em larga escala, além 
de elevar a possibilidade de uma contaminação 
microbiana. 
EFEITO DE ALGUNS PARÂMETROS 
SOBRE A REMOÇÃO DE 
FENILALANINA 
 
Todos os parâmetros foram analisados 
levando-se em consideração a redução dos 
custos do processo para adaptação em larga 
escala. Assim, o emprego de uma menor 
relação E:S está associado à utilização de 
menor quantidade de enzima necessária para a 
hidrólise; o de uma menor temperatura e 
tempo de reação está associado à redução de 
formação de produtos de degradação, além de 
menor consumo de energia; o de uma menor 
quantidade de carvão ativado (maior relação 
proteína:CA), implica em menores gastos, por 
ser o insumo de maior custo utilizado no 
processo.  
 
Efeito do tempo de reação 
 
Para se avaliar o tempo de reação sobre a 
remoção de Phe, os hidrolisados foram 
divididos em quatro grupos (Figura 1), visando 
manter constantes a temperatura e a relação 
enzima:substrato (E:S): grupo 1 = 30 ºC e 
1:100; grupo 2 =   50 ºC e 1:100; grupo 3 = 30 
ºC e 2:100 e grupo 4 = 50 ºC e 2:100. 
Observa-se na Figura 1 que a vantagem 
da utilização de um menor tempo de reação 
ocorreu em todos os casos do grupo 2 (5h para 
3h e 3h para 1h30min) e em um caso do grupo 
4 (5h para 3h), pois obteve-se maior remoção 
de Phe. Para o grupo 1, a redução do tempo de 
reação não apresentou diferença significativa 
entre os resultados obtidos e, apenas ao se 
trabalhar à temperatura de 30 ºC e E:S de 
2:100 (grupo 3), o emprego do tempo de 
reação mais elevado (5h) foi necessário para se 
obter a maior remoção de Phe.  
Teoricamente, não seria esperado que o 
emprego de um menor tempo de reação não 
alterasse ou levasse a uma maior remoção de 
Phe. Entretanto, os resultados aqui obtidos 
demonstraram que, pelo menos, em algumas 
situações isto pode ocorrer. Assim, no grupo 1 
observou-se esta manutenção nos resultados de 
remoção de Phe com a utilização de um menor 
tempo de reação. Uma provável explicação
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 para isto estaria associada ao fato de que 
alguns fatores poderiam estar contribuindo 
para a redução da taxa de hidrólise, com o 
passar do tempo. 
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Figura 1. Efeito do tempo de reação sobre a remoção de Phe 
dos hidrolisados protéicos. 1:100 e 2:100 = valores para relação 
E:S. Médias indicadas por letras iguais, para um mesmo grupo, 
não diferem entre si a 5% de probabilidade. 
Assim, de acordo com GUAN et al. 
(2007) [44], dentre estes fatores encontram-se 
a redução das ligações peptídicas específicas 
para ação da enzima, a inativação enzimática e 
a competição entre a proteína nativa e os 
peptídeos formados constantemente durante a 
hidrólise. Já nos dois casos do grupo 2 (5h 
para 3h e para 1h30min) e em um caso do 
grupo 4 (3h para 1h30min), ocorreu uma 
elevação da remoção de Phe. Nestes casos, ao 
se utilizar um maior tempo de reação pode ter 
havido uma maior desnaturação protéica 
impedindo a ação enzimática, e complexação 
das proteínas já hidrolisadas com a lactose e o 
cálcio, impedindo uma remoção mais eficiente 
de Phe [44].  
Não foram encontrados na literatura 
trabalhos que avaliassem o efeito do tempo de 
hidrólise sobre a remoção de Phe de 
hidrolisados protéicos. 
 
Efeito da temperatura de reação 
 
Para esta avaliação, os hidrolisados 
foram divididos em seis grupos (Figura 2), 
visando manter constantes a relação E:S e o 
tempo de reação: grupo 1 = 1:100 e 1h30min; 
grupo 2 = 1:100 e 3h; grupo 3 = 1:100 e 5h; 
grupo 4 = 2:100 e 1h30min; grupo 5 = 2:100 e 
3h e grupo 6 = 2:100 e 5h. 
Observa-se na Figura 2 que a vantagem 
do emprego da menor temperatura de reação 
(30 ºC) ocorreu para os grupos 3, 4 e 6, pois 
obteve-se maior remoção de Phe. Para o grupo 
2, não se encontrou diferença significativa 
entre os resultados obtidos para as duas 
temperaturas testadas. Por outro lado, a 
utilização da temperatura de 50 ºC foi benéfica 
para os grupos 1 e 5, levando a uma maior 
remoção de Phe que a de 30 ºC. 
Era de se esperar que, trabalhando com 
valores de temperatura dentro ou próximo da 
faixa ótima de atuação da enzima, como é o 
caso de 50 ºC, poderia favorecer a hidrólise 
protéica e, consequentemente, a liberação e a 
remoção de Phe. Entretanto, para a maioria 
dos casos estudados isto não foi observado 
(grupos 2, 3, 4 e 6) e o emprego da 
temperatura de 30 ºC foi mais vantajoso, o que 
é interessante do ponto de vista econômico. 
Estes resultados indicam que fatores, tais 
como o grau de desnaturação protéica, 
associado à quantidade de enzima e tempo de 
reação, podem interferir nos resultados.  
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Figura 2. Efeito da temperatura sobre a remoção de Phe 
dos hidrolisados protéicos. 1:100 e  2:100 = valores para 
relação E:S. Médias indicadas por letras iguais, para um 
mesmo grupo, não diferem entre si a 5% de probabilidade. 
 
Não foram encontrados na literatura 
dados de outros autores sobre a influência da 
temperatura de hidrólise sobre a remoção de 
Phe de leite. No entanto, este parâmetro foi, 
anteriormente, avaliado no mesmo laboratório 
do presente trabalho, ao se utilizar a papaína 
no preparo de feijão com baixo teor de Phe. 
Assim, LOPES Jr. (2008) [10], observou que o
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 emprego de maior temperatura (25 ºC e 50 ºC) 
influenciou positivamente a remoção de Phe, 
obtendo resultados de 69,9% e 81,5%, 
respectivamente, ao se empregar a protease de 
Papaya carica, na relação E:S de 10:100, por 
5 horas.  
 
Efeito da relação enzima:substrato 
 
Para esta avaliação, os hidrolisados 
foram divididos em seis grupos (Figura 3), 
mantendo-se constantes os valores de 
temperatura e tempo de reação: grupo 1 = 30 
ºC e 1h30min; grupo 2 = 30 ºC e 3h; grupo 3 = 
30 ºC e 5h; grupo 4 = 50 ºC e 1h30min; grupo 
5 = 50 ºC e 3h e grupo 6 = 50 ºC e 5h. 
Foram testadas as relações E:S de 1:100 
e 2:100 em todos os grupos, enquanto que a 
relação E:S de 4:100 somente foi testada nos 
grupos 3 e 5, a fim de avaliar a influência do 
emprego de uma maior quantidade de enzima, 
apenas nas condições em que se obteve os 
maiores teores de remoção, a 30 ºC e a 50 ºC, 
respectivamente. 
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Figura 3: Efeito da relação E:S sobre a remoção de Phe 
dos hidrolisados protéicos. Médias indicadas por letras 
iguais, para um mesmo grupo, não diferem entre si a 5% de 
probabilidade. 
 
Como pode ser observado na Figura 3, a 
vantagem da utilização de uma menor 
quantidade de enzima (menor relação E:S) 
ocorreu apenas para o grupo 4 (de 2:100 para 
1:100), e não apresentou diferença 
significativa para o grupo 2. Já para os grupos 
1, 3, 5 e 6, o emprego de uma maior relação 
E:S (2:100 ou 4:100) foi necessário para se 
obter uma maior remoção de Phe. 
Em outros estudos realizados 
anteriormente no Laboratório de 
Bromatologia/Pesquisa, utilizando-se como 
matéria-prima leite em pó desnatado, diversas 
enzimas e condições de hidrólise protéica 
foram testadas, e os valores reportados 
apresentaram a mesma variação do presente 
trabalho, ou seja, em alguns casos, o emprego 
de uma maior relação E:S foi vantajoso, em 
outros não afetou ou foi prejudicial para a 
remoção de Phe [5,8]. 
O conjunto destes resultados demonstra 
que, apesar de se esperar, teoricamente, que o 
emprego de uma maior relação E:S, uma maior 
temperatura e maior tempo de reação, leve a 
um maior grau de hidrólise e, 
consequentemente, a uma maior exposição de 
Phe e a um menor teor final de Phe, na prática, 
esse procedimento é bem mais complexo do 
que o esperado e depende de outros fatores, 
tais como tipo e atividade da enzima, tipo e 
concentração de substrato e pH. 
 
 
 
Efeito da relação proteína:carvão ativado 
 
A avaliação do efeito da relação 
proteína:carvão sobre a remoção de Phe foi 
realizada comparando-se os resultados obtidos 
para os hidrolisados H14 (relação proteína:CA 
= 1:22), H15 (relação proteína:CA = 1:44) e 
H16 (relação proteína:CA = 1:88). 
Observa-se na Figura I.4 que a vantagem 
da utilização de uma menor quantidade de CA 
(maior relação proteína:CA) foi encontrada, 
uma vez que a maior remoção de Phe (64,6%) 
foi obtida com uma relação proteína:CA de 
1:22, a qual foi bem superior às encontradas ao 
se utilizar maiores quantidades de carvão 
(1:44, 36,8% e 1:88, 39,1%). 
Em estudo do mesmo Laboratório do 
presente trabalho que avaliou o efeito da 
relação proteína:CA na remoção de Phe de 
leite, na forma em pó e desnatado, foi 
mostrado que, ao contrário do presente 
trabalho, o emprego de diferentes quantidades 
de carvão ativado (relações proteína C:A de 
1:118, 1:90 e 1:60) não afetou a remoção de 
Phe (média de 97%) [8].
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Figura 4: Efeito da relação proteína:CA sobre a remoção 
de Phe dos hidrolisados protéicos. Médias indicadas por 
letras iguais não diferem entre si a 5% de probabilidade. 
 
IV. CONCLUSÃO 
 
Empregando-se diversas condições de 
hidrólise das proteínas e quantidades variadas 
de CA como meio adsorvente, foi possível 
obter um leite com baixo teor de Phe 
(54,2mg/100 mL) que poderia ser utilizado na 
dieta de pacientes fenilcetonúricos. O melhor 
resultado obtido foi aquele em que se utilizou 
o tempo de reação de 3h, a temperatura de 50 
ºC, relação E:S de 4:100 e relação proteína:CA 
de 1:22, tendo atingido 64,6% de remoção de 
Phe. 
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